bursaria -Chlorella system) 对 于 研究 真 核 细 胞 起 源 和 
进化 有 重要 意义 。 以 往 的 研究 发 现 ,共生 营 可 以 改 
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共生 小 球 藻 对 宿主 绿 草 履 虫 形态 、 生 长 、 
抗 氧化 能 力 及 细胞 质 糖 含量 的 影响 


孙 X!, ROBA, TGXO,. BER? 
(1. 华东 师范 大 学 生命 科学 学 院 ， 上 海 ”200062; 2. 华东 师范 大 学 化 学 系 ， 上 海 200062) 


摘要 : 以 含 共生 攻 绿 草 履 虫 (CCP) 、 恢 复 型 绿 草 履 虫 (RCCP) 和 无 共生 菠 绿 草 履 虫 (CFP) 为 材料 BRUT 
共生 体 对 宿主 生长 、 细 胞 大 小 、 抗 氧化 能 力 和 细胞 质 糖 含量 的 影响 。3 种 细胞 培养 液 中 ， 细 胞 培养 密度 峰值 分 
别 为 1 500、800 和 500 个 /mL， 对 应 的 生长 峰值 期 分 别 在 第 14 天 、 第 14 天 和 第 8 天 。CCP 细胞 比 CFP 约 长 22 
um, £398 169m; RCCP 在 CCP 和 CFP 之 间 。 对 邻 茶 三 酚 自 氧化 产生 Oz 化 学 发 光 的 抑制 效果 不 同 : 随 匀 浆液 浓 
HE (pL/mL) 从 20 增加 到 100 Et, CCP 抑制 率 提 高 了 67% ,RCCP 提高 了 42% ,而 CFP PU] NERSEQUAY 9129 27 9581 
< 10%。 细 胞 质 葡萄 糖 和 麦芽 糖 舍 量 差异 巨大 :CCP 分 别 为 RCCP 的 4 和 2 倍 , 而 CFP 是 RCCP 的 14 和 172。 看 
来 ， 绿 草 履 虫 在 这 个 共生 系统 中 受益 。 


关键 词 : 绿 草 履 虫 - 小 球 藻 共生 系统 ; 形态 ; 生长; 糖 ; 抗 氧化 能 力 
中 图 分 类 号 : Q959.117; Q958.122.3 ”文献 标识 码 : A ”文章 编号 : 0254 - 5853(2003)03 - 0191 - 05 


Effects of Symbiont on the Morphology, Growth, 
Resistance to Oxidation, and Saccharide Content of 
Hosts in the Paramecium bursaria - Chlorella System 


SUN Jun!, ZHAI Wan-yin!, DING Xiang-huan?, GU Fu-kang!? 
(1. Department of Biology, East China Normal University, Shanghai 200062, China; 
2. Department of Chemistry, East China Normal University , Shanghai 200062, China) 


Abstract: Using Chlorella-containing. Paramecium bursaria (CCP), recovered Chlorella-containing P . bursaría. 
(RCCP) and Chlorella-free P. bursaria (CFP) as materials, the effect of symbiotic Chlorella on the cell size, growth, 
resistance to oxidation, and saccharide content of the host cells were measured. The highest density of cells in the three 
cultures was 1 500, 800, 500 cells/mL, respectively, corresponding to the peak period of growth on day 14, 14 and 8. 
CCP cells averaged 22 um longer and 16 pm wider than CFP ones, and those of RCCP cells fell between CCP and CFP. 
The resistance to Oy  chemiluminescence produced by self-oxidatíon of pyrogallol was different; when concentrations of the 
cytoplasm homogenate increased from 20 to 100 yL/mL, CCP increased for 6796, RCCP for 4596, CFP for 2796, and 
the symbiotic Chlorella for < 1096. Of glucose and maltose in cytoplasm, CCP contents were 4 and 2 times higher than 
those in RCCP, respectively, and CFP were only 1/4 and 1/2 of RCCP. It is very likely that paramecium-hosts benefit 
from the symbiotic system. 


Key words: Paramecium bursaria- Chlorella system; Morphology; Growth; Saccharide; Resistance to oxidation 


“FARE - 小 球 营 共生 系统 ”( Paramecium  ” 变 宿 主 的 运动 特征 (Lee et al, 1985) , 35 Bit 15 8 ( Miwa 
et al, 1996a ,b ) „24 小 时 节律 (Miwa et al ,1987; John- 
son et al, 1989) 对 温度 的 耐 受 程度 (Iwatsuki et al, 
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1998) ;含有 共生 车 的 绿 草 履 虫 的 生长 与 环境 中 光 强 
度 和 细菌 数量 有 关 (Karakashian, 1963) ; 该 系统 绿 草 
履 虫 细胞 内 含有 不 同 于 同属 其 他 草 履 虫 的 “ 非 成 熟 
物质 ” (Miwa,1979a,b)。 但 对 该 系统 中 共生 藻 影 响 
宿主 绿 草 履 虫 生命 活动 的 根源 依然 缺乏 研究 。 本 实 
验 室 曾 应 用 随机 扩 增 多 态 DNA . 同 工 酶 和 电镜 酶 细 
胞 化 学 等 技术 (Gu et al,2002) 探 讨 了 共生 小 球 藻 对 
TH d ELIABR EL SLRSORS ATP 酶 的 活性 、 构 感 种 定位 
(Zhang et al,2001) ,甚至 大 核 基因 组 DNA 组 成 的 影 
响 (Sun & Gu,2000)。 本 文 把 这 种 影响 的 研究 扩展 
到 细胞 形态 .生长 速度 、 抗 氧化 能 力 以 及 细胞 内 糖 含 
量 方面 。 
1 材料 与 方法 
11 M 料 

实验 用 小 球 藻 〈 Chlorella) 直接 从 光 培 养 绿 草 
履 虫 的 容器 壁 上 收集 。 在 25 ~ 28 所 光照 培养 箱 内 
培养 含 共生 藻 绿 草 履 虫 ( Chlorella-containing 
Paramecium bursaria) ; 同样 温度 条 件 下 通过 上 暗 培 养 
3k $4 Ju 3t ^b SE ZR GRO E ( Chlorella-free 
P. bursaria ) ; 将 暗 培 养 处 理 后 得 到 的 无 共生 藻 绿 草 
照 虫 重新 感染 小 球 藻 后 培养 6 ~ 12 月 得 到 恢复 型 绿 
HH (recovered Chlorella -containing P . bursaria ) 。 
1.2 $ 法 
1.2.1 生长 曲线 在 不 补充 新 鲜 培 养 基 的 情况 下 ， 
对 3 类 绿 草 履 虫 定时 分 别 取 样 、 观 察 计数 ， 根 据 细 
胞 数量 增 减 情况 ， 绘 制 生长 曲线 。 
1.2.2 细胞 测量 与 分 析 3 类 绿 草 履 虫 各 到 100 
个 ， 经 饱和 升 冬 固定 后 ， 在 光 镜 下 用 测 微 尺 测量 细 
胞 大 小 。 用 ANOVA-LSD 法 做 统计 检验 。 
1.2.3 ” 抗 氧化 能 力 实 验 ”样品 经 过 培养 细胞 一 高 
心 收集 -一 低温 匀 浆 一 稀释 处 理 后 ， 用 超 氧 阴离子 自 
由 基 的 化 学 发 光 体 系 检测 样品 抗 自由 基 能 力 。 按 
Guo & Wang (1989) 的 邻 茶 三 酚 自 氧化 方法 产生 
0; 化 学 发 光 体系 ， 然 后 在 有 反应 液 的 测量 管 中 分 
别 加 入 3 种 绿 草 履 虫 及 小 球 藻 样品 的 各 种 剂量 
(10. 20. 40. 60, 80. 100 uL) JXW, WEK 
系 总 体积 为 1 mL。 延 迟 6s 后 记录 发 光 强 度 。 计 算 
抑制 发 光 率 ， 即 : (对 照管 发 光 峰 值 - 细胞 匀 浆 液 
发 光 峰 值 ) /对 照管 发 光 峰 值 x 100% 。 
1.2.4 糖 含量 测定 ”样品 同样 经 培养 细胞 一 离心 
收集 一 低温 匀 浆 一 稀释 处 理 后 ， 用 毛细 管 电泳 ， 分 
离 、 分 析 细 胞 匀 浆 液 中 的 糖 类 成 分 。 电 泳 条 件 : 分 


离 电 解 溶 液 为 0.08 mol/L Na0H， 毛 组 管 两 端 直流 
电压 为 15 kV， 电 化 学 检测 时 的 工作 电极 氧化 电位 
为 650 mV ， 进 样 时 间 6s， 走 纸 速 度 15cm/h, WR 
仪 灵敏 度 参数 为 50 mV/cm。 毛 细 管 电泳 - 柱 端 射 
壁 安培 法 电化 学 检测 系统 包括 以 下 部 分 : 0 ~ 30 kV 
高 压 电源 (上 海原 子 核 研究 所 )， 石 英 毛 细 管 (60 
cm x 25 pm， 美 国 Phlymicro Tech. Co. ) ， 三 维 定位 
调节 器 ， 三 电极 工作 系统 (300 pm 钢 圆 盘 工 作 电 
极 、 铂 对 电极 、 饱 和 甘 汞 参 比 电极 )，LC - 4C 型 安 
培 检测 器 (美国 BAS 公司 )， 台 式 自动 平衡 记录 仪 
(上 海 大 华 仪表 厂 )。 


2 结果 与 分 析 


在 生长 特性 、 细 胞 大 小 、 对 邻 苯 三 酚 自 氧化 产 
^E 0> 化 学 发 光 的 抑制 效果 和 细胞 质 中 的 糖 含量 4 
个 方面 ， 含 有 共生 藻 的 绿 草 履 虫 (包括 含 共 生 藻 绿 
草 履 虫 和 恢复 型 绿 草 履 虫 ) 比 无 共生 藻 绿 草 履 虫 更 
有 优势 。 
2.1 生 长 

如 图 1 所 示 : 无 共生 藻 绿 草 履 虫 生长 峰值 出 现 
在 接种 后 第 7~ 8 天 ， 细 胞 培养 密度 约 为 500 个 / 
mL; 第 9 天 以 后 ， 细 胞 数量 开始 逐渐 减少 。 恢 复 
型 绿 草 履 虫 在 第 S 天 时 ， 密 度 为 500 ~ 600 个 /mL， 
与 同期 无 共生 藻 绿 草 履 虫 相当 ; 在 接种 第 14 ~ 15 
R, 细胞 生长 达到 峰值 ， 密 度 约 为 800 Nml, € 
共生 菠 绿 草 履 虫 出 现 生 长 峰值 时 间 与 恢复 型 绿 草 履 
虫 一 致 ,但 在 接种 第 7 ~ 8 天 ,密度 已 达 1 000 ~ 1 200 
个 /mL, 相 当 于 无 共生 营 绿 草 履 虫 的 两 倍 ;在 接种 第 
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图 1 合共 生 藻 绿 草 乃 虫 (A)、 无 共生 藻 绿 草 履 忠 
(B) 和 恢复 型 绿 草 履 虫 (C) 的 生长 曲线 

Fig.1 Growth curve of Chlorella-containing P . bursaria 
(A) and Chlorella-free P . bursaria (B) and 
recovered Chlorella -containing P . bursaria (C) 
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14-15 天， 细胞 生长 达到 峰值 ， 密 度 约 为 1 500 个 
/mL; 这 个 密度 是 恢复 型 绿 草 履 虫 的 两 倍 ， 无 共生 
BRA SUB m B5 3 fir. 
2.2. 细胞 大 小 

含 共生 菠 绿 草 履 虫 比 无 共生 车 绿 草 履 虫 细胞 长 


约 22 pm, 比 恢复 型 绿 草 履 虫 细胞 长 约 17 pm; 恢 复 
型 绿 草 履 虫 与 无 共生 落 绿 草 履 虫 的 细胞 长 度 相 差 约 
sum。 含 共 生 绿 草 履 虫 细胞 最 宽 ; 无 共生 菠 绿 草 懂 
RRE ;恢复 型 绿 草 履 虫 介 于 两 者 之 间 ( 表 1)。 


表 1 3 类 绿 草 履 虫 的 细胞 测量 值 ' 





Table 1 Morphological measurements of three kinds of Paramecium bursaria cells ' pm 
含 共 生 藻 绿 草 履 虫 无 共生 藻 绿 草 履 虫 恢复 型 绿 草 履 虫 
Chlorella -containing P . bursaría Chlorella -free P . bursaria Recovered Chlorella -containing P. bursaria 
细胞 长 Cell length 134.39 € 11.43 112.15 x 11.83 116.83 € 9.79 
细胞 宽 Cell width 64.04 x 11.46 47.83 x 10.58 55.85 + 10.92 


1 同一 行内 两 两 比较 均 有 差异 [ There was difference in any 2 means cells at the same row (LSD，P<0.01 )]. 


2.3 对 邻 葵 三 酚 自 氧化 产生 Ox 化 学 发 光 的 抑制 效 

果 

含 共 生 营 绿 草 履 虫 、 无 共生 藻 绿 草 履 虫 、 恢 复 
型 绿 草 履 虫 以 及 小 球 藻 对 邻 苯 三 酚 自 氧 化 产生 Oy 
的 化 学 发 光 表 现 出 不 同 的 抽 制 作用 。 在 匀 浆 液 浓 度 
为 20 ~ 100 pL/mL 范围 内 ， 含 共生 泗 绿 草 履 虫 的 抑 
制 率 从 18% 提 高 到 85%， 增 加 67%; 在 65 uL/mL 
时 达到 50%% 抑 制 率 ， 即 半 抑 制 率 。 无 共生 省 绿 草 懂 
虫 的 抑制 率 从 18% 提 高 到 4590, 1570 27960, KE 
型 绿 草 履 虫 的 抑制 率 则 从 16% 提 高 到 61%， 增 加 
45%， 介 于 前 面 两 者 之 间 ; 75 pyL/mL 时 达到 半 抑 
制 率 。 小 球 藻 的 抑制 效率 不 到 10%， 虽 有 量 效 关 
系 ， 但 抑制 率 变化 微弱 (图 2)。 
2.4 糖 类 含量 
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图 2 含 共生 藻 绿 草 履 虫 (A) 、 无 共生 薄 绿 草 履 虫 
(B)、 恢 复 型 绿 草 履 虫 (C) 以 及 小 球 藻 (D) 
对 oy 的 抑制 率 
Fig.2 Inhibition ratios of Oy in Chlorella -containing 
P .bursaria. (A), Chlorella-free P . bursaria 
(B), recovered Chlorella containing 
P . bursaria. (C), and Chlorella (D) 
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糖 类 为 葡萄 糖 和 麦芽 糖 。 含 共生 藻 绿 草 履 虫 的 葡萄 
糖 和 麦芽 糖 含量 最 高 ， 几 乎 分 别 为 恢复 型 绿 草 履 虫 
的 4 倍 和 2 倍 。 无 共生 营 绿 草 履 虫 葡 萄 糖 和 麦 菠 糖 
含量 较 低 ， 分 别 为 恢复 型 绿 草 履 虫 的 1/4 和 1/2 
(图 3)。 

3 讨论 
3.1 抗 氧化 能 力 

超 氧 化 物 歧化 酶 (SOD) 含量 高 的 细胞 清除 
Or 的 能 力 强 ， 而 SOD 的 生物 合成 反 过 来 常 受 Oz 1 
度 的 有 影响。 经常 处 在 环境 中 0; 分 压 较 高 的 生物 ， 
其 体内 0> 浓 度 会 高 于 正常 水 平 。 在 较 高 浓度 的 Or 
诱导 下 ， 生 物体 或 细胞 内 SOD 的 生物 合成 能 力 增 
强 (Fang & Li et al，1989)。 含 共生 藻 绿 草 履 虫 细 
胞 内 SOD 含量 比 无 共生 藻 绿 草 履 虫 高 ,表明 其 细 
胞 内 0> 的 含量 较 高 ， 有 大 量 O 存在 ,无 疑 与 藻类 
的 共生 作用 有 关 。 这 既 能 满足 草 履 虫 自身 生长 需 
要 ， 又 能 缓解 草 履 虫 对 周围 生长 环境 的 依赖 ， 增 强 
细胞 适应 环境 的 能 力 。 此 外 ， 共 生 小 球 藻 光 合作 用 
所 产生 的 大 量 0; 会 刺激 宿主 细胞 内 以 SOD 为 代表 
的 抗 自由 基 酶 (如 过 氧化 氢 酶 、 过 氧化 物 酶 等 ) 的 
生物 合成 ， 提 高 细胞 抗 自由 基 的 能 力 。 这 种 较 强 的 
抗 自由 基 能 力 ， 可 能 会 在 自由 基 损 害 细 胞 而 引起 的 
细胞 衰老 中 发 挥 作用 (Zhao，1999)。 大 量 的 O, 和 
较 强 的 抗 自由 基 能 力 ， 可 能 会 使 细胞 生长 加 速 ， 并 
达到 较 高 的 密度 。 

从 恢复 型 绿 草 履 虫 抗 自由 基 能 力 所 表 现 出 的 介 
于 含 共 生 藻 绿 革履 忠和 无 共生 藻 绿 草 履 虫 之 间 的 特 


bui MEG hod 


http://www.cqvip. bin 





























http://www.cqv. 





194 H 物 学 HW OX 243€ 











——T—380331- 
19 20 21 22 2324 
(nun) (mun) (min) (min) 


A B C D 


roer 
19 20 2122 2324 25 


图 3 &d/pNARSBUB (A). Judd EGER S (B) 、 恢 复 型 绿 草 履 虫 (C) 
FUERA CD) 细胞 质 中 的 糖 含量 
Fig.3 Saccharide content in the cytoplasm of Chlorella -containing P . bursaria (A), 
Chlorella-free P . bursaria (B), recovered Chlorella-containing P . bursaria 
(C), and Chlorella (D, as control) 


g: 葡萄 糖 (Glucose); m: 麦芽 糖 (Maliose) . 


性 提示 ， 含 共生 车 绿 草 履 虫 形 成 目前 这 种 抗 自由 基 
能 力 要 经 历 一 个 较 长 的 细胞 生理 、 代 谢 、 基 因 表 达 
等 的 调整 过 程 ， 在 这 一 过 程 中 绿 草 履 虫 不 断 受 到 来 
自 共 生 荡 方面 的 刺激 ， 主 要 可 能 是 氧 ， 而 最 终 形成 
较 无 共生 藻 绿 草 履 虫 更 强 的 抗 自由 基 能 力 。 
3.2 细胞 内 糖 含 量 

有 研究 表明 ， 绿 草 履 虫 与 共生 的 小 球 蔬 之 间 有 
贸 类 和 和 谷 氮 酸 盐 等 的 交换 联系 (Anderson, 1988; 
Albers et al, 1982; Tanaka & Miwa，1996)。 绿 草 
履 虫 中 的 麦芽 糖 ， 是 共和 牛 的 小 球 藻 合成 的 (Dorling 
et a ，1997)。 本 文 合共 生 藻 绿 草 乃 虫 有 和 较 高 的 麦 
芽 糖 也 体现 了 两 者 之 间 的 物质 联系 。 除 这 种 营养 物 
质 的 交流 外 ， 可 能 还 有 其 他 物质 交换 ， 如 含有 共生 
营 的 绿 草 履 虫 中 含有 在 本 属 中 不 能 通用 的 “ 非 成 熟 
因子 ”， 有 别 于 其 他 草 履 虫 种 中 的 该 类 物质 (Mi- 
wa，1979a，b)。 糖 作为 必需 的 营养 物质 可 以 自给 ， 
将 宿主 细胞 对 环境 营养 条 件 的 依赖 。 这 种 物质 交流 
可 能 对 宿主 细胞 的 发 育 、 生 长 等 有 调控 作用 。 
3.3 生长 曲线 各 细胞 大 小 

从 生长 曲线 可 以 看 出 ,在 小 球 藻 的 共生 作用 
下 ,宿主 绿 草 履 虫 生长 速度 较 快 和 培养 密度 较 高 。 


结合 细胞 内 糖 含量 及 抗 氧化 能 力 ， 说 明 小 球 菠 可 能 
给 绿 草 履 虫 提供 了 所 需 的 多 种 营养 成 分 ， 赋 予 宿主 
细胞 更 强 的 抵御 外 部 不 良 环 境 影响 的 能 力 。 由 生长 
曲线 还 可 看 出 ， 含 共生 藻 绿 草 履 虫 较 无 共生 营 绿 草 
履 虫 营养 生长 期 长 ， 细 胞 数量 达到 峰值 的 时 间 晚 。 
提示 含 共 生 灌 绿 草 乃 虫 之 所 以 得 到 充分 发 育 并 大 量 
繁殖 ， 可 能 源 于 共生 藻 所 提供 的 细胞 内 环境 较为 适 
宜 。 

恢复 型 绿 草 履 虫 生长 速度 居中 的 情况 表明 小 球 
省 对 宿主 绿 草 履 虫 生 长 的 促进 作用 不 是 在 短期 内 形 
成 的 ， 而 是 长 期 形成 的 。 同 时 还 表明 小 球 藻 与 宿主 
共生 关系 的 建立 与 维持 也 不 是 简单 的 “1 + 1 = 2” 
的 组 合 ， 而 是 有 一 个 日 到 成熟 和 完善 的 过 程 。 两 者 
共生 的 时 间 越 长 ， 所 形成 的 共生 系统 就 更 具有 适应 
环境 的 优势 。 

恢复 型 绿 草 履 虫 细胞 中 也 含有 大 量 共生 藻 ， 且 
其 细胞 在 很 长 一 段 时 间 (6-12 月 ) 明显 小 于 含 共 
生 藻 绿 草 履 虫 。 据 此 推测 ， 宿 主 草 履 虫 体 的 增 大 不 
仪 仅 是 共生 小 球 藻 的 物理 “ 撑 胀 作用 ”， 因 而 含 共 
生 汇 绿 草 履 虫 细胞 大 小 的 改变 也 是 宿主 细胞 与 共生 
藻 长 期 相互 作用 和 适应 的 结果 。 
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